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Description 

La presente invention concerne des nouveaux imidazolides et un procede pour leur obtention. Les 
imidazolides selon I'invention conviennent notamment comme agents de coupiage de proteines, en 
particulier pour ta synthese de conjugues cytotoxiques utilisabtes en therapeutique. 

Les composes selon I'invention repondent a ta formule : 



30 



N-CO-E-G (I) 



10 dans laqueile : 

E represente un groupe — (CHJp— , ou p est un nombre entier de 2 a 7 ou un groupe : 

- CH - 
I 

15 CH 2 C00H 

et G est un groupement de structure — S— S— X, ou X est un radical activateur choisi parmi les groupes 2- 
pyridyle et 4-pyridyle non substitues ou substitues par un ou des halogenes ou des radicaux alkyle, 
carboxyle, alkoxy-carbonyle, le groupe phenyle non substitue ou substitue par un ou des halogenes ou 
20 des groupes nitro, alkoxy, carboxyle ou alkoxycarbonyie, ou un groupe alkoxycarbonyle. 

Les termes « alkyle » et « alkoxy » designent des groupes contenant jusqu'a 5 atomes de carbone. 

Les nouveaux composes de formule I sont prepares par le procede qui ccrnsiste a faire reagir un 
compose de formule : 

25 G— E-COOH (II) 

dans laqueile G et E sont tefs que definis ci-dessus, avec le carbonyldiimidazole de formule : 



N CO — N 



(III) 



dans un solvant organique, a la temperature de 10 a 40 °C. Les soivants etheres, tels que le dioxanne et le 
35 tetrahydrofuranne sont particulierement preferes. 

Les composes de formule I sont particulierement utiles comme agents de coupiage sur les 
hydroxy les des tyrosines de proteines, telles que les proteines A et P, definies ci-apres pour I'obtention 
des conjugues ou immuno-toxines qui font Tobjet de la demande de brevet frangais deposee ce jour au 
nom de la demanderesse et intituiee « nouveaux conjugues cytotoxiques utilisabtes en therapeutique et 
40 procede d'obtention ». 

Ces immunotoxines repondent a la formule statistique suivante : 

W— A' (IV) 

45 dans laqueile P* represente le radical d'une proteine P qui est un anticorps ou un fragment d'anticorps tel 
quel ou chimiquement convenablement modifie, prive d'une ou plusieurs fonctions propres et dans 
lequei les autres groupes fonctionnels sont eventuellement bloques, A' represente le radical d'une 
proteine qui est la sous-unite A de la ricine telle quelle ou chimiquement convenablement modifiee, 
privee d f au moins une de ses fonctions propres et dans lequei les autres groupes fonctionnels sont 

50 eventuellement bloques et W represente une structure covalente bivalente contenant un groupe disulfure 
dont les atomes de soufre sont soit ceux des cysteines de P et A, sott sont lies aux fonctions propres de P 
et/ou de A par des structures d'espacement portant un groupe fonctionnel lie auxdites fonctions propres 
de P et/ou de A ; avec la limitation que, lorsqu'un des atomes de soufre dudit disulfure est ceiui de Tune 
des cysteines de A t Tautre soufre est lie a la proteine P par une structure d'espacement portant un groupe 

55 fonctionnel lie a une fonction de la proteine P autre qu'une fonction amine. 
Les immunotoxines preferees repondent a la formule statistique : 

p* — w — A' (V) 

60 dans laqueile F et A' sont tels que definis ci-dessus et W represente une structure covalente choisie 
parmi ; 

(a) un groupement de formule 
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— T — Y — E — S — S — ( E' — V — 2') n — 
(b) un groupement de formule 

5 

— (NH — Y — E')n — S — S — E— Y — 2 — 

ou 

2 et 2' represented les fonctions propres des proteines A et P, choisies parmi Tatoroe d'oxygene 
10 provenant de I'hydroxyle de t'un des residus de tyrosine ; le groupe carbonyle provenant de run des 
carboxyles terminaux ou des carboxyles fibres des acides aspartiques et/ou glutamiques de A et de P ; le 
groupe provenant de la structure dialdehydique obtenue apres oxydation de la structure glucidique de P 
par I'acide periodique ; et le groupe — NH— provenant de Tune des amines terminates de A et de P ou de 
I'une des amines en position epsilon de I'un des residus de lysine ; 
15 7? est tei que defini ci-dessus pour 2 et 2' mais ne peut pas etre — NH — ; 

Y et Y' representent des groupes fonctionnels capables de se lier d'une fagon covalente avec I'une 
queiconque des fonctions 2, Z et 2" des proteines A et P ; 

E et E' representent des structures d'espacement inertes ; et 

n represente zero ou 1. 

20 Les immunotoxines ci-dessus sont representees par les formules IV et V en forme simplifiee, mais II 
est entendu que la structure covalente bivalente — W— ou — W— est iiee a au moins une molecule P et a 
au moins une molecule A. Le nombre de liaisons avec les proteines P et A depend du nombre des 
fonctions propres desdites proteines intervenant dans ('operation de couplage. 

Par exemple, si une immunotoxine est formee par couplage de la sous-unite A de la ricine native avec 

25 ranticorps P (par exemple I'anticorps T101) par I'intermediaire d'une structure covalente bivalente ayant 
un groupe disulfure dont un soufre est celui de la cysteine 257 de la chaine A de la ricine et ('autre est lie 
aux oxygfenes phdnoiiques des tyrosines de I'anticorps P par un groupe oxopropylique, elle aura la 
formule statistique 



P / (0 — CO — CH2 — CH2 — S — S — A')t 

dans laquelle t represente le nombre des tyrosines de I'anticorps (par exemple de I'anticorps T101) 
intervenues dans le couplage. 

L'immunotoxine ainsi obtenue correspond ainsi a un produit de formule V, ou : 
P* est tei que defini ci-dessus, notamment ie radical de I'anticorps T101 prive de t fonctions 
phenoliques de ses tyrosines ; 

A' est tei que defini ci-dessus, notamment le radical de la chaine A de la ricine privee de la fonction 
thiol de sa cysteine 257 ; 
W est le groupement (c) : 

— 2"— Y— E— S— S— < E'— Y'— 2) n— 

ou 2" est I'oxygene des hydroxyles phenoliques intervenus dans le couplage, Y est — CO — ; E est la 
structure d'espacement inerte — CH2 — CH2 — et n est zero. 

Particulierement preferees sont les immunotoxines formees par une ou piusieurs structures 
contenant la sous-unite A de la ricine et un seul anticorps P. representees par la formule statistique 

F { w-A')m (VI) 

dans laquelle F t W et A' sont tels que def inis ci-dessus et m represente ie nombre de fonctions propres de 
la proteine P intervenues dans le couplage, Le nombre m varie de 0,3 a 12, de preference de 0,5 a 10. 

L'expression «m varie de 0,3 a 12, de preference de 0,5 a 10 » signifie que la valeur de m est 
statistique car dans la population des molecules d'anticorps le couplage ne se produit pas d'une fagon 
homogene. Le nombre m peut done ne pas etre entier. 

La vaieur de m depend notamment des anticorps utilises, plus particulierement de leur poids 
moleculaire. 

Ainsi, si comme anticorps P de depart on utilise un fragment Fab ou Fab', la valeur de m pourra varier 
entre 0,3 et environ 2 ; si I'on utilise un fragment F(ab')2, m pourra varier entre 0,5 et environ 4 ; pour un 
anticorps du type IgG, la valeur de m sera entre 0,5 et 6 ; enfin, pour un anticorps IgM, la valeur de m 
60 pourra varier entre 1 et 12. 

II est cependant preferable que le degre de substitution sur I'anticorps P soit tel qu'il conduise a une 
valeur de m non inferieure a 0,5 et non superieure a 10. 

Plus generalement, les structures IV et V ci-dessus representent des formules statistiques ecrites de 
fagon simplifiee, comme il a ete specifie ci-dessus. 
65 D'une fagon analogue, les formules VII, VIII et XII ci-dessous sont egalement statistiques — lorsque, le 
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cas eheant, n est 1 — car les reactifs de couplage sont prepares a partir de populations de proteines P1 et 
P2 qui ont toutes exactement les memes proprietes que celies prises en compte ci-dessus pour 
I'anticorps P, que ces proteines P1 et P2 soient elles-memes i'anticorps P ou la chaine A de la ricine. 
Les immunotoxines ayant la structure IV ci-dessus peuvent etre obtenues par le procede qui consiste 
5 a faire reagir en solution aqueuse et a la temperature ambiante une proteine P1, qui est indifferemment 
soit la sous-unite A de la ricine eventuellement modifiee soit un anticorps ou fragment d'anticorps, 
porteuse d'au moins un groupe thiol libre attache a iadite proteine PI directement ou par rintermediaire 
d'une structure d'espacement, avec une proteine P2, differente de P1 1 qui est indifferemment sort la sous- 
unite A de la ricine soit un anticorps ou fragment d'anticorps, porteuse d'un groupement capable de 
10 couplage avec le thiol libre de la proteine P1 , de facon a former une liaison thioether ou disulfure ; avec la 
limitation que, dans ie cas de ia formation de la liaison disulfure, lorsque la proteine P1 est la sous-unite A 
de la ricine, la liaison avec la proteine P2 est effectuee sur une fonction de Iadite proteine P2 autre que les 
fonctions amine. 

Selon un aspect pr6f6rentiel, le procede pour la preparation d'une immunotoxine ayant la 
15 structure V, dans laquelle P\ W et A' sont tels que definis ci-dessus, consiste a faire reagir en solution 
aqueuse et a la temperature ambiante une proteine de formule 

PV— (Z — Y — E)n — SH (VII) 

20 avec une proteine de formule statistique 

PZ— Z'— Y'— E— G (VIII) 

ou Pi' et P2* represented les radicaux des proteines P1 et P2 lies aux fonctions propres desdites 
25 proteines ou les radicaux des proteines PI et P2 provenant de i'ouverture des structures glucidiques par 
action de I'acide perlodique, Z, Z\ Y, Y', E et S sont tels que definis ci-dessus et G represente un groupe 
— S— S— X, ou X est un groupe activateur, etant entendu que lorsque PI' est la sous-unite A de la ricine, n 
est 1 ou bien n peut etre zero, mais, dans ce cas, Z est autre que'— NH— . 
Autant P que A sont done des proteines qui presented indifferemment 
30 (1) la ou les fonctions thiol qui participent au couplage et 

(2) un ou plusieurs groupements fonctionnels capables de reagir avec les fonctions thiol ci-dessus 
pour former une liaison disulfure. 

Dans la presente description, iesdites fonctions thiol et groupements fonctionnels sont ceux des 
proteines P ou A natives, ou bien ils y sont introduits artificiellement. 
35 Pour des raisons de clarte on precise ci-apres la signification des symboles utilises pour designer les 
proteines ci-dessus ou leurs radicaux et des expressions utilisees pour designer ies differents symboles. 

Le symbole P represente une proteine choisie parmi tout anticorps ou fragment d'anticorps, ou toute 
immunoglobuline ou fragment d'immunoglobuline ou toute molecule derivant des precedentes par 
modification artificielle de Tun quelconque de leurs groupements fonctionnels, y compris des structures 
40 glucidiques qu'elies portent, sous reserve que la proteine ainsi choisie reste capable de reconnaitre 
selectivernent un antigene donne a la surface des cellules porteuses de cet antigene et notamment des 
cellules cancereuses. 

Le symbole A represente une proteine qui est la sous-unite dite chaine A de la toxine vegetale ricine 
telle qu'elle peut etre directement obtenue a partir de la ricine naturelle ou toute molecule derivant de 
45 cette chaine A par modification artificielle de tout groupement fonctionnel porte par cette proteine sous 
reserve que la proteine ainsi choisie presente encore la propriete d'inhiber la synthese proteique 
ribosomale des cellules eucaryotes telle que Ton peut la mettre en evidence dans un modele d'etude 
aceliulalre. 

Le symbole F represente un radical derive de la proteine P ci-dessus telle quelle ou chimiquement 
50 convenablement modifiee, privee d'une ou plusieurs fonctions propres et dont d'autres groupes 
fonctionnels sont eventuellement bloques. 

Le symbole A' represente un radical derive de la proteine A ci-dessus telle quelle ou chimiquement 
convenablement modifiee, privee d'une ou plusieurs fonctions propres et dont d'autres groupes 
fonctionnels sont eventuellement bloques. 
55 Le symbole P1 represente une des proteines A et P telles que definies ci-dessus qui porte des 
fonctions thiol libres, attachees a Iadite proteine directement ou par rintermediaire d'une structure 
d'espacement. 

Le symbole P2, different de P1, represente une des proteines A et P telles que definies ci-dessus, qui 
porte un ou plusieurs groupements fonctionnels capables de reagir avec les thiols libres.' 

60 Le symbole P1' represente le radical de la proteine P1 lie aux fonctions propres de ia proteine P1 
notamment les fonctions SH (de la cysteine), NH2 (terminal de la proteine ou dans la position epsilon des 
lysines), OH (des tyrosines), COOH (des acides aspartiques et glutamiques) ou le radical de la proteine P1 , 
provenant de I'ouverture des structures glucidiques par action de I'acide periodique lorsque P1 designe 
un anticorps ou fragment d'anticorps. 

65 Le symbole P2* represente ie radical de la proteine P2 lie aux groupes fonctionnels caracteristiques 
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NH2 (terminal de la proteine ou dans la position epsilon des lysines), OH (des tyrosines), COOH (des 
acides aspartiques et glutamiques). 

Par exemple. P1'— SH represente ia proteine P1 (qui peut etre indifferemment I'anticorps ou fragment 
d'anticorps P ou la sous-unite A de la racine) dans laquelle les groupes SH des cysteines sont libres et les 
5 autres groupes fonctionnels sont eventuellement bloques. 

De la meme fa^on, PV— CO— represente la proteine P1, dans laquelle son groupe carboxylique 
terminal ou les groupes carboxyliques de ses acides glutamiques et aspartiques sont couples avec un 
groupement qui apporte un groupe SH introduit artificiellement 

Encore, P2 NH — represente la proteine P2 (qui peut etre indifferemment I'anticorps ou fragment 
10 d'anticorps P ou la sous-unite A de ia ricine) dans laquelle son groupe amino terminal ou les groupes 
amino de ses lysines sont attaches a un groupement susceptible de couplage avec ie thiol de la proteine 

L'expression « groupe fonctionnel capable de se lier d'une fagon covalente » telle qu'utilisee ici pour 
Y et Y designe tous les groupes susceptibies de reagir avec les fonctions propres des proteines P1 et P2 

15 pour donner une liaison covalente. Ainsi, les groupes —CO — et — (C=NH)— sont des groupes 
fonctionnels convenables susceptibies de se lier aux amines libres, aux thiols et aux hydroxyles 
phenoliques des proteines. De meme, ie groupe — NH— est un groupe fonctionnel convenable 
susceptible de se lier aux groupes carboxyliques libres des proteines. Le groupe =N— est un groupe 
fonctionnel convenable susceptible de se lier aux deux atomes de carbone des structures glucidiques des 

20 proteines P1 ou P2 apres oxydation avec les ions periodate forsque PI ou P2 designe un anticorps ou un 
fragment d'anticorps. 

^expression « fonction prbpre des proteines » telle qu'utilisee ici pour Z, Z et Z" designe les radicaux 
provenant des groupes caracteristiques des acides amines formant les proteines P1 et P2, telles que 
I'atome d'oxygene provenant des hydroxyles des acides amines tyrosine et eventuellement serine, le 
25 groupe carbonyle provenant du carboxyle terminal ou des carboxyles libres des acides aspartique et 
glutamique, le groupe — NH— provenant de Famine terminate des proteines ou des lysines, I'atome de 
soufre provenant du thiol de la cysteine. La meme expression designe egalement le groupe provenant de 
la structure dialdehydique obtenue apres oxydation de la structure gludicique des proteines P1 ou P2 par 
traitement avec ies ions periodate lorsque P1 ou P2 designe un anticorps ou fragment d'anticorps. 
30 L'obtentiom de la chaine A de ricine pure, necessaire a la realisation des immunotoxines definies ci- 
dessus, a ete decrite dans ie brevet US 4 340 535. La preparation d'anticprps monocionaux diriges contre 
des cellules cancereuses humaines a ete largement mentionnee dans la litterature scientifique et 
beaucoup de ces anticorps sont maintenant disponibles commercialement. 

Le couplage chimique entre la chaine A de ricine et I'anticorps (ou fragment d'anticorps) peut etre 
35 realise seion des modes operatoires qui : 

preservent les activites biologiques respectives des deux composants du conjugue : I'anticorps et la 
chaine A de ricine, 

assurent au procede une reproductible satisfaisante et un bon rendement de couplage, 
permettent de maitriser la valeur du rapport chaine A de ricine/anticorps dans ie conjugue obtenu, 

40 conduisent a un produit stable et soluble dans I'eau. 

Parmi les modes operatoires repondant k ces caracteristiques, il faut privilegier ceux qui mettent en 
ceuvre une ou plusieurs fonctions thiol pour I'etablissement de la liaison entre les deux proteines. En 
effet, ces fonctions thiols se pretent particulierement bien a I'etablissement de liaisons disulfure qui 
satisfont aux conditions generates ci-dessus. 

45 D 'une fa?on generate, pour la bonne conduite des reactions de couplage entre proteines et en vue 
d'eliminer notamment les reticulations anarchiques, il importe que rune des proteines a coupler et elle 
seule porte la ou les fonctions thiol a mettre en ceuvre, alors que I'autre proteine et elle seule porte une ou 
plusieurs fonctions susceptibies de reagir avec les thiols en milieu aqueux de pH compris entre 5 et 9 et h 
une temperature ne depassant pas 30 °C, pour fournir une liaison covalente stable et definie. 

50 Les caracteristiques des proteines P1 et P2 utilisees comme produits de depart sont illustrees en 
detail ci-apres. La structure d'espacement E peut etre remplacee par les structures preferentielles R a R8 
qui ne sont donnees qu'a titre d'exemple. 

I — Cas de la proteine P1 

55 

Cette proteine etant dans tous les cas cede qui porte ia ou les fonctions thiol qui participeront au 
couplage, la situation se presente de fa$on diverse selon la nature de cette proteine P1. 

A) La proteine P1 porte naturellement un ou plusieurs radicaux thiol utilisables pour permettre le 
60 couplage a la proteine P2 : c'est notamment le cas si la proteine P1 est le fragment d'anticorps connu 
sous ia denomination de F(ab)\ tel qu'il est classiquement obtenu par proteolyse limitee de I'anticorps en 
presence de pepsine, suivie d'une reduction du (ou des) ponts disulfure entre chaines lourdes. 

C'est egalement le cas si la proteine P1 est la chame A de la ricine, ou un derive de cette chaine A ou 
Tun au moins des groupements thiol portes par les residus de cysteine 171 et 257 de la chaine A de ricine 
65 native est libre et accessible au couplage chimique. 
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Dans tous ces cas, la proteine P1 porteuse de son (ou ses) groupement(s) thiol naturels peut etre 
utilisee dans cet etat pour I'etape de couplage. 

B) La proteine P1 ne porte pas naturellement de radicaux thiol utilisables pour permettre le couplage 
5 a la proteine P2 : 

— c'est notamment le cas si la proteine P1 est une immunoglobuline native, un anticorps entier ou 

un fragment d'anticorps et notamment Tun des fragments couramment denommes F(ab)'2 ou F(ab), y 

— un autre cas ou la proteine P1 ne porte pas naturellement de fonction thiol utilisable pour le 
couplage est celui ou cette proteine P1 est la chaine A de ricine ou chacun des deux residus de cysteine 

10 est soit bloque par alkylation, soit inaccessible a la modification chimique. 

Dans tous les cas, it conviendra alors d'introduire artificiellement sur de telles molecules une ou 0 
plusieurs fonctions thiol aptes a permettre le couplage. 

Trois types de reaction peuvent etre utilises de preference pour ('introduction de fonctions thiol : 

15 1 — Le premier type de reaction est Taction de I'anhydride S-acetylmercapto succinique qui est 
capable d'acyier des fonctions aminees de la proteine. On pourra ensuite iiberer les fonctions thiol par 
elimination du radical acetyl protecteur, par action de J'hydroxytamine, ainsi que cela a ete decrit 
(Archives of Biochemistry and Biophysics, 119, 41-49, 1967). On pourra meme, dans le cas ou la (ou les) 
fonctions(s) thiol ainsi introduites sous forme protegee doivent reagir uiterieurement avec un radical 

20 disulfure mixte active, se dispenser de la deprotection prealable par I'hydroxylamine ; en effet, la reaction 
de formation de la liaison disulfure utilisant les reactifs objet de la presente invention se prodult aussi 
bien avec le radical S-acetyl qu'avec le thiol llbre. 

D'autres methodes decrites dans la litterature scientifique peuvent aussi etre utilisees pour 
i'introduction de fonctions thiol sur la proteine a modifier. 

25 2 — Le deuxieme type de reaction consiste a faire reagir la proteine par ses groupements 
carboxyliques avec une molecule diaminee symetrique presentant un pont disulfure, de formule : 

H2N — R1 — S — S — R1 — NH2 

30 dans laquelle R1 est un groupe aliphatique comportant de 2 a 5 atomes de carbone. 

La reaction se fait de preference avec la cystamine [R1 = — (CH2)2— ] en presence d'un agent de 
couplage tel qu'un carbodiimide et notamment un derive soluble dans Teau comme TethyM (dimethylami- 
no-3 propyl)-3 carbodiimide, et conduit a fa formation, selon les stoechiometries mises en ceuvre, de Tun 
des derives suivants ou du melange des deux : 

35 

PV — CO — NH — R1 — S — S — R1 — NH2 (IVa) 

PV — CO — NH — R1 — S — S — R1 — NH — CO — P1 (IVb) 

40 Un tel produit de reaction peut etre alors utilise de deux manieres : 

a) Si dans les formuies la ou lb, la proteine P1 est la chaine A de ricine ou Tun de ses derives le milieu 
reactionnel obtenu est soumis sans fractionnement a Taction d'un reducteur tel que le mercapto-2- 
ethanol, ce qui conduit a Tobtention d'un derive proteique unique de formule generale : 

45 

P1'— CONH— R1— SH v 

Le produit ainsi obtenu est alors purifie par dialyse ou filtration sur gel. 

50 b) Si dans les formuies IVa et IVb le radical P1' est le radical de la proteine P1 constitute par un 
anticorps ou Tun de ses fragments, le milieu reactionnel obtenu sera utilise tel quel pour le couplage en 
utilisant alors une methode d'echange thiol/disulfure par exemple ceile decrite par Cilliland et Collier 
(Cancer Research, 40, 3564, 1980). 

55 3 — Le troisieme type de reaction consiste a utiliser des motifs glucidtques naturellement presents 
sur les anticorps pour fixer le radical porteur du thiol que Ton se propose d'introduire. La proteine est 
alors soumise a une oxydation par les ions periodate afin de faire apparaitre des fonctions aldehyde sur 
les motifs glucidiques. Apres arret de la reaction par addition d'un exces d'ethylene glycol et elimination 
des sous-produits et exces de reactrfs par dialyse, le produit obtenu est traite par une molecule diaminee 

60 symetrique presentant un pont disulfure, de formule generale 

H2N — R1 — S — S — R1 — NH2 

dans laquelle R1 est un groupe aliphatique comportant de 2 a 5 atomes de carbone. Les produits 
65 d'addition formes sont alors reduits en amines secondaires ou tertiaires par action d'un hydrure 
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metailique convenabie, notamment le borohydrure de sodium. La reaction se fait de preference avec la 
cystamine [R1 = — {CH2)2—J et conduit a la formation, selon les stoechiometries mises en ceuvre de Tun 
des derives suivants ou du melange des deux : 

OK 
I 

N-Rl-S-S-Rl-NH n (Va) 



10 ^CH- 

I 

OH 



2 



15 



20 



OH OH 

I I 

PI' N-R1-S-S-R1-N P! < 

i i 

OH OH 



Le milieu reactionnel obtenu pourra alors etre traite exactement comme indique ci-dessus pour les 
produits caracterises par les structures IVa ou IVb ou P*1 represente un anticorps ou fragment 
25 d 'anticorps. 

Dans les deux derniers types de reaction dMntroduction artificielle de groupements thiols decrits ci- 
dessus (ceux utilisant un reactif disulfure diamine symetrique), il est preferable que la proteine P1 mise en 
ceuvre ne possede ni groupes SH libres, ni groupes amines libres. 

Dans le cas de la chaine A et de ses derives cela peut toujours etre realise par alkylation du ou des SH 

30 natureis obtenue par reaction avec un reactif usuel des thiols tel que le N-ethylmaleiimide ou Tacide 
iodacetique ou I'un de ses derives et par methylation des NH2 natureis selon le procede de methylation 
reductive decrit par MEANS et FEENEY (Biochemistry 7, 2192 (1968)). On peut introduire ainsi dans la 
chaine A de ricine native jusqu'a 6 radicaux m&hyle par mole. La proteine ainsi modifiee conserve 
I'integralite de ses proprtetes biologiques et notamment sa capacite a inhiber la synthese proteique 

35 ribosomale dans les cellules eucaryotes. 

Dans les cas des anticorps ou fragments d'anticorps et plus generalement de toutes les substances 
du premier groupe te! que defini precedemment qui ne possedent pas de groupements SH natureliement 
libres, il conviendra de proceder h une methylation reductive, par exemple selon la methode de MEANS et 
FEENEY : on peut ainsi habituellement introduire plusieurs dizaines de radicaux methyle par mole 

40 d'anticorps sans modifier sa capacite a reconnartre seiectivement un antigene a la surface des cellules 
porteuses de cet antigene. 



il — Cas de la proteine P2 

45 Cette proteine est dans tous les cas celle qui porte un ou plusieurs groupements fonctionnels 
capables de reagir avec les thiols de la proteine P1 pour former une liaison disulfure. Ces groupements 
fonctionnels, toujours artificieliement introduits sur la proteine P2 sont choisis comme indique ci-apres. 
La preparation du conjugue peut alors etre represente par le schema : 

50 P1 ' — (Z — Y — E)n — SH + P2* — Z — Y' — E' — S — S — X 

P1 ' — (Z— Y — E)n — S — S — E'— Y f — Z—P2 + X— SH 

La proteine P2 substitute par un atome de soufre active est obtenue a partir de la proteine P2 elle- 
55 meme ou de la proteine P2 correctement protegee, par substitution a Paide d'un reactif lui-meme porteur 
d f un atome de soufre active selon le schema : 

P2 + L— Y' — R — S — S — X P2'— Z— Y'— R'— S— S— X 

60 dans lequel : 

P2 designe la proteine a substituer 

L— Y* represente une fonction permettant la fixation covalente du reactif sur la proteine. 
Le groupement fonctionnel L— Y' est une fonction capable de se lier de fagon covalente avec I'une 
quelconque des fonctions portees par les chaines laterales des aminoacides constitutifs de la proteine a 
65 substituer. Parmi celles-ci, on citera notamment les fonctions phenols des radicaux tyrosyle contenus 
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dans la proteine. Dans ce cas L— Y pourra notarriment representer un groupement imidazolyW-carbonyl, 
reagissant avec les groupes phenol de la proteine selon la reaction : 



20 



25 



P2'GH + N-00-R4 ?> W-OGO-Rh + 

(la) 



ou le 1-imidazolyle est L ( le groupe CO est Y et R4 est le groupe — Ft— S— S— X. Le compose de formule la 
10 est un imidazolide selon I'invention. Le radical — S— S— X designe un disulfure mixte active capable de 
reagir avec un radical thiol libre. En particulier, dans ce disulfure mixte, X pourra designer un groupe 
pyridyl-2 ou pyrldyl-4, eventuellement substitue par un ou des radicaux alkyle, halogene ou carboxylique. 
X peut aussi designer un groupe phenyle de preference substitue par un ou des groupes nitro- ou 
carboxylique. X peut encore representer un groupe alcoxycarbonyle te! que le groupe methoxycarbonyle. 
15 Le radical R designe la structure d'espacement (indiquee comme E dans la formule generate I! ci- 
dessus) capable de porter simultanement ies substituants Y' et S— S— X. II devra etre choisi de facon a ne 
pas comporter de fonctions susceptibles d'interferer au cours des reactions ulterieures avec ies reactifs 
utilises et les produits synthetises. En particulier, le groupe R peut etre un groupe — (CH2)n— avec n 
compris entre 1 et 10, ou encore un groupe : 



R5 - CK- 
I 

CK- 

I 

R6 



dans lequel R6 designe I'hydrogene ou un groupe alkyle ayant de 1 a 8 atomes de carbone et R5 designe 
un substituant inerte vis-a-vis des reactifs utilises ulterieurement tel qu'un groupe carbamate 

- KH - C - OR? 

30 li 

O 

* 

oti R7 designe un groupe alkyle droit ou ramif ie ayant de 1 a 5 atomes de carbone et notamment !e groupe 
tertiobutyle. La reaction du comoose L— Y* — R — S — S — X avec la proteine P2 est effectuee en phase 

35 liquide homogene ie plus souvent dans I'eau ou une solution tampon. Lorsque la solubilite des reactifs 
I'exige, il est possible d'ajouter au milieu reactionnel un solvant organique miscible a I'eau a une 
concentration finale pouvant atteindre 20 % en volume lorsqu'il s'agit d'un alcool tertiaire tel que le 
butanoi tertiaire ou 10% en volume lorsqu'il s'agit du dimethylformamide ou du tetrahydrofuranne. 
La reaction est effectuee a temperature ambiante pendant un temps variant de queiques minutes a 

40 queiques heures. Apres quoi, une dialyse ou une filtration sur gel permet d'eliminer les produits de faible 
masse molecuiaire et, en particulier, ies exces de reactifs. Ce procede permet d'introduire un nombre de 
groupements substituants par mole de proteine habituellement compris entre 1 et 15. 

En utilisant de tels composes, ie couplage avec la proteine P1 est realise par mise en presence des 
deux proteines en solution aqueuse de pH compris entre 6 et 8, a une temperature ne depassant pas 
30 °C, pendant un temps variant de 1 heure a 24 heures. La solution aqueuse obtenue est eventuellement 
dialysee pour eliminer les produits de faible masse molecuiaire, puis le conjugue peut etre purifie par 
diverses methodes connues. 

Ainsi, les imidazolides selon I'invention conviennent comme agent de couplage des proteines P1 et 
P2. lis permettent I'obtention des nouveaux produits ayant la formule statistique : 

50 

P2 W — O — CO — E—G (IX) 
dans laquelle T2 represente le radical d'une proteine choisie parmi 

55 (a) tout antlcorps ou fragment d'anticorps ou toute immunoglobuline ou fragment d'immunoglobu- 
line ou toute molecule derivant des precedentes par modification artificielle de I'un quelconque de ieurs 
groupements fonctionnels ; et 

(b) la sous-unite A de la ricine ou toute molecule derivant de ladite sous-unite A par modification 
artificielle de Tun quelconque de Ieurs groupements fonctionnels ; 

60 iedit radical etant prive d'un ou plusieurs groupes hydroxyles phenoliques des tyrosines 

— Tatome d'oxygene est celui des groupes hydroxyles phenoliques manquant dans le radical P2" ; 

— E et G sont tels que definis ci-dessus. 

Les produits de formule IX sont prepares en faisant reagir un produit de formule 
65 P2"-OH 
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10 



15 



dans laquelle P2" est tel que defini ci-dessus et le groupe hydroxyle est I'hydroxyle phenolique manquant 
Xn5L ? t y ros,nes du radica! P2 ". avec un compose de formule I ci-dessus a une temperature de 10 a 
40 C dans un solvant aqueux contenant eventuellement un solvant organique miscible a I'eau te! que 
par exemple un solvant ethere comme le dioxanne ou le tetrahydrofuranne. 

Les exemples qui suivent permettent de mieux comprendre {'invention sans en limiter la portee 
Dans tous ces exemples, la preparation des conjugues sera decrite a partir de la chaine A de ricine 
sous sa forme native, telle qu'elle est obtenue par le precede decrit dans le brevet US 4 340 535 
Les anticorps utilises dans ces exemples sont : 

soit I'anticorps monoclonal T101 dirige contre I'antigene T65 present sur fes lymphocytes T humains 
et de nombreuses lignees de cellules de leucemies T humaines. Cet anticorps est celui decrit dans 
, 0ur o a A.°t "™" nol °gy 1 25 (2), 725-7 (1980). II est commercialement disponible aupres de HYBRITECH 
Inc. SAN DIEGO, California, USA 

soit Tanticorps monoclonal AT15E, dirige contre I'antigene Thy 1.2 des lymphocytes murine Cet 
anticorps est celui decrit dans Journal of Immunology 122, 2491-8 (1979) et a ete obtenu a partir de 
I hybridome decrit dans Hybridoma 1 (1) 13-17 (1981) 

soit un anticorps monoclonal anti-DNP. 



Exemple 1 

20 P1 = anticorps T101 sur lequel on a introduit un SH par I'intermediaire des amines. 

.i J? 7 Chaine A de ricine sur laquelle on a introduit un groupement dlsulfure active par i'intermediaire 
de i'hydroxyle des tyrosines. 



25 



A) Preparation du reactif de couplage 

II s'agit de Timidazolide derive de I'acide (pyridyl-2 dlsulfanyl)-3 propionique (APDP). Cet imidazolide 
s obtient en une seule etape a partir de I'APDP et du carbonyl diimidazole (CDI). 



30 



35 



40 




S-S-CH 2 -CH 2 -COOH 




S-5-CH 2 -CH 2 -CO-N 



s=-N 



C0 2 • + KN* 



45 430 mg d'acide (pyridyl-2 disulfanyl)-3 propionique sont dissous dans 2 ml de THF. A cette solution 
sont ajoutes 405 mg de CDI. Le melange est agite 1/4 h a 25 °C. On observe un degagement gazeux de 
C02. Le milieu reactionnel est utilise directement et immediatement sans purification. 

B) Preparation de la chaine A de ricine correctement fonctionnalisee 

50 

1) Blocage du thiol naturel par le N-ethylmaleimide 

15 ml de solution aqueuse de chaine A de ricine a 8 mg/ml (soit 4,1 micromoles de chaine A) sont 
additionnes d'une solution aqueuse de mercapto-2-ethanol, de telle sorte que la concentration finale de 
55 ce dernier soit de 1 %. 

La solution est laissee au repos une heure, puis dialysee en continu contre du tampon phosphate 
125 mM pH 7 renouvele pendant 40 heures a raison de 300 ml/h. Selon la methode d'ELLMAN (Methods in 
Enzymology 25. 457, 1972), on a dose 0,9 equivalent SH par mole de chaine A de ricine. 

On procede au blocage de cette fonction SH par le N-ethylmaleimide selon la methode decrite dans 

60 Methods in Enzymology 11, 541 (1967). Pour cela, la chaine A de ricine obtenue a I'etape precedente est 
incubee pendant 2 heures a 30 °C en presence de 20 equivalents de N-ethylmaleimide par mole de chaine 
A. On elimine I'exces de reactif par dialyse en continu contre du tampon phosphate 125 mM pH7 
renouvele pendant 20 heures a raison de 500 ml/h. On obtient ainsi 13 ml d'une solution de chaine A de 
ricine a 7 mg/ml, ne presentant plus de groupements thiol dosables par le reactif d'ELLMAN. Le produit 

65 ainsi obtenu est designe ulterieurement sous ('appellation chaine A (NEM). 
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2) Modification des tyrosines 

A 18 mg de chaine A (NEM) dans 10 ml de tampon phosphate 125 mM pH 7 (soit 0,6 micromoles) sont 
ajoutes goutte a goutte 300 microlitres de ia solution de reactif de couplage dans le THF obtenue 
5 precedemment. Le milieu reactionnei est agite 15 min. k 25 °C puis la solution est purifiee de I'exces de 
reactif par diaiyse contre du tampon phosphate 125 mM pH 7. On obtient ainsi 9,5 ml d'une solution de 
chaine A (NEM) modifiee & 1,55 mg/ml de proteine. 

Par dosage spectrophotometrique a 343 nm de la pyridine thione-2 liberee par echange avec le 
mercapto-2 ethanol, on constate que Ton a obtenu une chaine A (NEM) modifiee portant 1,6 groupements 
10 activateurs par mole de chaine A (NEM). 

C) Preparation de I'anticorps modifie 

A 45 mg d'une solution d'anticorps T101 a 9 mg/ml, soit 0,3 micromoles, sont ajoutes 25 microlitres 
75 d'une solution d'anhydride S-acetyl mercapto succinique (SAMSA) a 170 mg/ml dans le dimethylforma- 
mide. Le milieu reactionnei est agite pendant 2 heures a 4 °C puis purifie par diaiyse des reactifs contre 
du tampon phosphate 125 mM pH 7 pendant 24 heures a un debit de 400 ml/heure. On obtient ainsi 4,1 mi 
d'une solution d'anticorps modifie a 8,6 mg/ml. A cette solution d'anticorps sont ajoutes 0,46 mi d'une 
solution de chlorhydrate d'hydroxylamine 0,5 M. Apres une incubation de 1 h a 30 °C, le milieu 
20 reactionnei est purifie par diaiyse des reactifs contre le tampon phosphate 125 mM pH7. 

Par dosage spectrophotometrique des groupements —SH ainsi liberes par la methode d'ELLMAN, on 
constate que I'on a obtenu un anticorps portant 5 groupements activateurs par mole d'anticorps. 

D) Preparation de I'immunotoxine 

25 

A 2,1 ml de la solution d'anticorps precedemment obtenue (soit 0,11 micromoie), on ajoute 5,2 ml de 
la solution de chaine A modifiee (0,27 micromoles). On laisse le melange incuber 5 heures a 30 °C. 

Le milieu reactionnei est purifie sur colonne de Sephadex G100 avec mesure de la densite optique de 
I'effluent a 280 nm. On obtient 17 ml d'une solution d'immunotoxine a 1,1 mg/ml (soit 18,7 mg). Cette 
30 solution contient 0,32 mg/ml en chaine A (NEM) modifiee. Le taux de couplage moyen de cette 
preparation est de 2 chaines A (NEM) par mole d'anticorps. 

On obtient ainsi une immunotoxine de formule V cktessus, ou : 

A' est le radical de la sous-unite A de la ricine dont ies groupes SH sont bloques par le N- 
ethylmaleimide 
35 F est ie radical de I'anticorps T101 
W est un groupement de formule 

— ( N H— Y' — E')n— S — S — E — Y— Z— 

dans laquelle 

40 r est —CO— - 

E' est — CH— 
I 

(CH2 — COOH) 
E est — CH 2 — CH2 — 
45 Y est — CO— 
Z est — O— 
n est 1. 

E) Test d'activite des immunotoxines 

50 

La propriete biologique fondamentale de la chaine A de ricine est d'inhiber ia synthese proteique 
dans Ies cellules eucaryotes par alteration de ia sous-unite rlbosomaie 60S. 
Les tests realises sont done des tests d'inhibition de la synthese proteique : 
sort sur un modele acellulaire (test no 1) 
55 soit sur un modele cellulaire (test no 2) 

1) Le modele aceliulaire (test no1) 

Le protocole in vitro utilise des fractions subcellulaires de foie de rat convenablement complemen- 
60 tees et capables d'incorporer ia 14C-phenylalanine en presence d'un ARN messager artificiel : I'acide 
polyuridylique. 

Le mode operatoire employe pour preparer les fractions subcellulaires et pour mesurer incorpora- 
tion de 14C-phenylalanine est une adaptation de la methode decrite dans Biochemica Biophysica Acta 
312, 608-615 (1973), mettant en oeuvre a la fois une fraction microsomaie et une fraction de cytosol des 
65 hepatocytes de rat. L'echantillon contenant la chaine A est introduit sous la forme d'une solution 
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convenablement diluee dans un tampon Tris HCI 50 mM, pH 7,6 contenant du mercapto-2 ethanol a 0.2 % 
et de la serum albumine bovine a 15 micrograrnmes/ml. A partir des donnees de comptage, on caicule par 
rapport a un milieu temoin sans inhibiteur te pourcentage d'inhibition d'incorporation de 1 ^phenylala- 
nine dans les proteines pour chaque milieu reactionnel contenant de la chaine A de ricine. L'ensemble de 
5 ces valeurs permet de determiner la concentration de chaine A de ricine (ou CI50) qui inhibe 50% 
d'incorporation de la 14C-phenylalanine dans les conditions de I'essai. 

2) Le modele cellulaire (test no 2) 

10 Ce test mesure I'effet des substances etudiees sur Incorporation de 14C-leucine dans des cellules 
cancereuses en culture. 

Les cellules utilisees dependent de la specificite de I'anticorps choisi pour la fabrication de 
hmmunotoxine. Dans cet exemple, il s'agit de cellules de la lignee lymphoblastoide humaine CEM 
portant natureilement I'antigene T65. 

15 Ces cellules sont incubees en presence de preparations des substances a etudier puis soumises en 
fin d'incubation a une mesure de leur taux d'incorporation de 14C-ieucine. 

Cette mesure est effectuee selon une technique adaptee de la technique decrite dans Journal of 
Biological Chemistry 249 (11), 3557-3562 (1974) utilisant le tracteur 14C-leucine pour la determination du 
taux de synthese proteique. La determination de la radioactivite incorporee est effectuee ici sur les 

20 cellules entieres isoiees par filtration. 

A partir de ces determinations, on peut tracer les courbes effets/doses presentant en abscisse la 
concentration des substances etudiees et en ordonnee ('incorporation de 14C-leucine exprimee en 
pourcentage de ('incorporation par des cellules temoins en i'absence de la substance a etudier. On peut 
ainsi determiner pour chaque substance etudiee la concentration qui inhibe de 50 pour cent 

25 incorporation de 14C-ieucine dans les cellules ou « concentration inhibitrice 50 » (CI50). On a verifie que 
la mesure d'incorporation de la 14C-leucine dans les cellules entieres conduit a la determination de CI50 
identiques a celles obtenues par la methode classique de mesure de la synthese proteique. 

Resultats 

30 

a) Test no 1 (modele acellulaire) 

L'activite inhibitrice de la chaine A (NEM) modifiee a ete determinee. La CI50 est egale a 3,6 • 10- 10 
mole/litre. La CI50 de la chaine A temoin de ['experience est de 1,2 • 10- 10 mole/1. II n'y a done pas de 
35 perte d'activite significative de la chaine A modifiee. 

b) Test no 2 (modele cellulaire) 

Dans les conditions experimentales definies ci-dessus, la CI50 en presence d'activateur (monensine 
AO 50 nM) est de 1,2 * 10- 12 mole/l, ce qui represente une activite 5 * 10 4 fois superieure a celle de la chaine 
A (CI50 = 6-10~ 6 mole/l). 

Exemple 2 

45 P1 = chaine A de ricine a I'etat natif. 

P2 = anticorps T101 sur lequel on a introduit un groupement disulfure active par I' intermedial re de 
Thydroxyle des tyrosines. 

A) Preparation du reactif de coupfage : identique a celle decrite a I'exemple 1 

50 

B) Preparation de I'anticorps modifie 

A 12,8 mg d'anticorps T101 dans 2,8 ml de tampon phosphate 125 mM pH 7, sont ajoutes goutte a 
goutte 34 microlitres de la solution de THF diluee au 1/2 decrite precedemment (200 equivalents/mole 
55 d'lgG). Le milieu reactionnel est agite 1/4 h a temperature ambiante puis purifie par dialyse. On obtient 
ainsi 2,6 ml d'une solution d'anticorps modifie a 4,55 mg/ml. 

Par dosage spectrophotometrique a 343 nm de la pyridine thione-2 iiberee par echange avec le 
mercapto-2 ethanol, on constate que Ton a obtenu un anticorps portant 2,2 groupements activateurs par 
mole d'anticorps. 

60 

C) Preparation de I'immunotoxine 

A 750 microlitres d'une solution de chaine A de ricine a 7,1 mg/ml (soit 0,177 micromoles) sont 
ajoutes 2,5 ml d'une solution d'anticorps active a 4,55 mg/ml (soit 0,075 micromoles d'anticorps). On 
65 laisse le melange incuber 18 h a 25 °C. Le milieu reactionnel est purifie sur colonne de Sephadex G100 
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comme decrit a I'exemple 1. On obtient 13 ml d'une solution d'immunotoxine a 0,8 mg/ml (soit 10,4 mg). 
Cette solution contient 0,2 mg/ml de chaine A. Le taux de couplage moyen de cette preparation est de 1 ,5 
chaine A par mole d'anticorps. 

On obtient ainsi une immunotoxine de formule VI ci-dessus, ou : 
5 A' est le radical de la sous-unite A de la ricine 

F est le radical de I'anticorps T101 

W est un groupement de formule 



— Z" — Y — E — S — S — ( E' — Y — 71 ) n — 

10 

dans iaquelle 
r est — O— 
Y est — CO— 
E est — CH2— CH2 — 
15 n est zero — m est 1,5 

D) Tests d'acttvite 



20 



25 



30 



Test no 2 (modeie cellulaire) 



Dans des conditions experimental identiques a celles de I'exemple 1, la CI50 en presence 
d'activateur (Monensine 50 nM) est de 3.5-10- 13 mole/I ce qui represente une activite cytotoxique 
1,5 • 10 5 fois superieure a celle de la chaine A dans la meme experience (CI50 = 0,6 * 10~* mole/l). 

Revendicatlons (pour les Etats contractants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE) 
1. Imidazolides de formule : 



40 



50 



N-C0-E-G 



dans Iaquelle : 

35 E represente un groupe — (CH2)p— ou p est un nombre entier de 2 a 7 ou un groupe 

CH 2 C00H et 



G est un groupement de structure — S— S— X, ou X est un radical activateur choisi parmi les groupes 
2-pyridyle et 4-pyridyie non substitues ou substitues par un ou des halogfcnes ou des radicaux alkyle 
contenant jusqu'a 5 atomes de carbone, carboxyle t alcoxycarbonyle dont le groupe alcoxy contient 
jusqu'a 5 atomes de carbone ; le groupe phenyle non substitue ou substitue par un ou des halogenes ou 
45 des groupes nitro, alcoxy contenant jusqu'a 5 atomes de carbone, carboxyle ou alcoxycarbonyle dont le 
groupe alcoxy contient jusqu'a 5 atomes de carbone, ou un groupe alcoxycarbonyle dont !e groupe 
alcoxy contient jusqu'a 5 atomes de carbone. 

2. Utilisation des imidazolides selon la revendication 1 comme reactif de couplage des proteines. 



Revendications (pour i'Etat contractant AT) 

1. Procede pour I'obtention d'imidazolides de formule : 



55 



N-CO-E-G 



60 dans Iaquelle : 

E represente un groupe — (CH2)p— ou p est un nombre entier de 2 a 7 ou un groupe 



CH - 
I 



65 



CH 2 C00H et 
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G est un groupement de structure — S— S— X, ou X est un radical activateur choisi parmi les groupes 
2-pyndyle et 4-pyndyle non substitues ou substitues par un ou des halogenes ou des radicaux aikyle 
contenant jusqu'a 5 atomes de carbone, carboxyie, alcoxycarbonyie dont le groupe alcoxy contient 
jusqu'a 5 atomes de carbone ; le groupe phenyle non substitue ou substitue par un ou des halogenes ou 
5 des groupes nitro, alcoxy contenant jusqu'a 5 atomes de carbone, carboxyie ou alcoxycarbonyie dont le 
groupe alcoxy contient jusqu'a 5 atomes de carbone, ou un groupe alcoxycarbonyie dont le groupe 
alcoxy contient jusqu'a 5 atomes de carbone, caracterise en ce qu'il consiste a faire reagir un compose de 
formule : 

*° G— E-COOH (II) 

dans laquelle G et E sont tels que definis ci-dessus, avec le carbonyldiimidazoie de formule : 



75 



30 



35 



55 




(III) 



dans un solvant organique, a la temperature de 10 a 40 °C. 
20 2. Utilisation des imidazolides selon la revendication 1 comme reactif de couplage de proteines. 

Claims (for the Contracting States : BE. CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE) 
25 1 . Imidazolides of the formula : 



N-CO-E-G 



in which : 

E represents a group — <CH2)p— , in which p Is an integer from 2 to 7, or a group 

-CH- 



CH 2 C00H and 

40 G is a group of the structure — S— S— X, in which X is an activating radical chosen from pyridin-2-yl 
and pyridin-4-yl groups which are unsubstituted or substituted by one or more halogens or alkyl radicals 
containing up to 5 carbon atoms, carboxyl or alkoxycarbonyl radicals, of which the alkoxy group contains 
up to 5 carbon atoms ; the phenyl group which is unsubstituted or substituted by one or more halogens or 
nitro, aikoxy groups containing up to 5 carbon atoms, carboxyl or alkoxycarbonyl groups of which the 

45 alkoxy group contains up to 5 carbon atoms, or an alkoxycarbonyl group of which the alkoxy group 
contains up to 5 carbon atoms. 

2. Use of the imidazolides according to claim 1 as protein coupling reagent 

50 Claims (for the Contracting State AT) 

1. A process for the preparation of imidazolides of the formula : 



N-CO-E-G 



in which : 

60 E represents a group — (CH2)p— , in which p is an integer from 2 to 7, or a group 



- CH - 
I 



65 



CH 2 C00H and 



13 



EP0169112B1 



10 
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G is a group of the structure — S — S — X, in which X is an activating radical chosen from pyridin-2-yi 
and pyridin-4-yl groups which are unsubstituted or substituted by one or more halogens or a Iky I radicals 
containing up to 5 carbon atoms, carboxyl or alkoxycarbonyl radicals, of which the alkoxy group contains 
up to 5 carbon atoms ; the phenyl group which is unsubstituted or substituted by one or more halogens or 
nitro, alkoxy groups containing up to 5 carbon atoms, carboxyl or alkoxycarbonyl groups of which the 
alkoxy group contains up to 5 carbon atoms, or an alkoxycarbonyl group of which the alkoxy group 
contains up to 5 carbon atoms, characterized in that it consists in reacting a compound of the formula : 

G— E— COOH (II) 

in which G and E are as defined above, with the carbonyldiimidazole of the formula : 



CO — M I ("» 



in an organic solvent at the temperature of 10 to 40 °C. 
20 2. Use of the imidazoles according to claim 1 as a protein coupling reagent 



Patentansprflche (fur die Vertragsstaaten : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE) 
25 1. Imidazolide der Formel : 



30 



N-CO-E-G 



worm : 

E eine Gruppe — (CH2)p— , in der p eine ganze Zahl von 2 bis 7 ist, Oder eine Gruppe 



35 



- CH - 
I 



CH 2 C00H reprasentiert und 



G eine Gruppe der Struktur — S— S— X ist, wo X ein Aktivator-Radikal ist, ausgewahlt aus den 
40 Gruppen 2-Pyridyl und 4-Pyridyl, nicht substituiert Oder substituiert durch ein Oder mehrere Halogene 
oder Alkyl-Radikale, die bis 5 Kohlenstoffatome aufweisen, Karboxyh Alkoxykarbonyl-Radikale, deren 
Alkoxygruppe bis zu 5 Kohlenstoffatome aufweist ; die Phenyigruppe, nicht substituiert oder substituiert- 
durch ein oder mehrere Halogene oder Nitro-, Aikoxygruppen, die bis 5 Kohlenstoffatome aufweisen, 
Karboxyl- oder Alkoxykarbonylgruppen, deren Alkoxygruppe bis 5 Kohlenstoffatome aufweist, oder eine 
45 Alkoxykarbonylgruppe, deren Alkoxygruppe bis 5 Kohlenstoffatome aufweist. 

2. Verwendung der Imidazolide gemass Anspruch 1 als Proteinkupplungsreagenz. 



Patentanspruche (fur den Vertragsstaat AT) 

50 

1. Verfahren zur Herstellung von Imidazoliden der Formel : 



55 



N-CO-E-G 



worm 



60 



E eine Gruppe — (CH2)p— t in der p eine ganze Zahl von 2 bis 7 ist, oder eine Gruppe 

- CH - 
I 

CH 2 C00H reprasentiert und 



65 G eine Gruppe der Struktur — S— S— X ist, wo X ein Aktivator-Radikal ist, ausgewahlt aus den 



14 
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Gruppen 2-Pyridyl und 4-Pyridyl, nicht substituiert Oder substituiert durch ein oder mehrere Halogene 
oder Aikyl-Radikale, die bis 5 Kohlenstoffatome aufweisen, Karboxyl-, Alkoxykarbonyl-Radikale, deren 
Alkoxygruppe bis zu 5 Kohlenstoffatome aufweist ; die Phenylgruppe, nicht substituiert oder substituiert 
durch ein oder mehrere Halogene oder Nitro-, Alkoxygruppen, die bis 5 Kohlenstoffatome aufweisen, 
5 Karboxyl- oder Alkoxykarbonylgruppen, deren Alkoxygruppe bis 5 Kohlenstoffatome aufweist, oder eine 
Alkoxykarbonylgruppe, deren Alkoxygruppe bis 5 Kohlenstoffatome aufweist, dadurch gekennzeichnet, 
dass' es darin besteht, eine Verbindung der Formel : 



10 

worin'G und E wie oben definiert sind, mit dem Karbonyldiimidazol der Formel : 



in einer organischen Losung bei der Temperatur von 10 bis 40 °C reagieren zu iassen. 
2. Verwendung der Imidazolide gemass Anspruch 1 als Proteinkupplungsreagenz. 



30 
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45 



50 
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60 



G— E— COOH 
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(III) 
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